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OLIGONUCLEOTIDES PHOSPHOROTHI GATES TRIESTERS ET PROCEDE DE PREPARATION 

La presente invention concerne des composes oligonucleotides 
phosphorothioates triesters et un procSde de preparation. 

Dans la presente demande, le terme "oligonucleotides" designe 
d'une fagon generate un polynucleotide d'ADN ou d'ARN, c'est-a-dire en 
5 serie ribo- (ARN) ou desoxyribo- (ADN), ou encore mixte ribo-desoxyribo. 
Ces oligonucleotides sont constitues en general d'un enchainement de 2 a 
100, et plus generalement, de 5 a 50 nucleotides. 

Les oligonucleotides sont utilises k des fins biologiques ou 
therapeutiques selon differentes approches : antisens (formation de 
10 duplex), anti-gene (formation de triples helices), catalytique (ARN a 
activite ribozymique) ou sens (proteine cible). 

Les oligonucleotides antisens sont de courtes molecules 
synthetiques d'ADN -ou d'ARN- ou mixtes, de sequences complementaires a 
une sequence cible appartenant a un gene ou a un ARN messager dont on 
15 desire bloquer specifiquement Texpression. Les oligonucleotides antisens 
sont en effet diriges contre une sequence d'ARN messager, ou bien contre 
une sequence d'ADN et s'hybrident ^ la sequence dont ils sont 
complementaires, pouvant ainsi bloquer Texpression genetique. 

Les desoxyribonucleotides antisens peuvent egalement etre diriges 
20 contre certaines regions d*ADN bicatenaire (sequences 
homopurines/homopyrimidines ou riches en purines/pyrimidines) et 
former ainsi des triples helices. Ces oligonucleotides diriges ainsi contre 
l'ADN ont ete appeles "anti-gene" ou encore "anti-code". La formation 
d'une triple helice, au niveau d'une sequence particuliere, peut bloquer la 
25 fixation de proteines intervenant dans Texpression d'un gene et/ou 
permettre d'introduire de dommages irreversibles dans TADN si 
roligonucleotide considere possede un groupement reactif particulier. De 
tels oligonucleotides antisens peuvent constituer des endonucleases de 
restriction artificieUes, dirigees contre des sequences specifiques. 
30 Dans les cellules, et plus particuiierement dans un organisme, dans 

la circulation sanguine par exemple, les oligonucleotides naturels sont 
sensibles a la degradation par les nucleases. Les nucleases sont des 
enzymes de degradation capables de couper les liaisons phosphodiester de 
l'ADN ou de TARN, soit en introduisant des coupures internes sur des 
35 molecules mono- ou bicatenaires, soit en attaquant ces molecules a partir 
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de leurs extremes. Les enzymes qui attaquent de fagon interne sont 
appelees les endonucleases et celle attaquant par les extremes sont 
appelees exonucleases. 

I/utilisation des oligonucleotides se heurte k deux problemes 
5 majeurs qui sont d'une part, une grande sensibilite a la degradation par 
des exonucleases, qui se trouvent aussi bien dans le serum ou en milieu 
extra-cellulaire ou en milieu cytoplasmique intracellular et, d'autre 
part, une faible penetration intracellulaire. 

^utilisation d'oligonucleotides modifies a deja et€ proposee pour 
10 augmenter la stabilite des oligonucleotides ou favoriser la penetration a 
travers les membranes cellulaires ou encore pour stabiliser l'hybridation 
et l'affinite specifique pour une sequence cible, que ce soit un acide 
nucleique mono ou double brin, ou meme une proteine, ou encore pour 
accroitre ^interaction avec la dite sequence cible. On a propose des 
15 modifications chimiques du squelette structurel de la molecule ou des 
derivations ou couplages a des groupements reactifs ou intercalants, en 
general localises a l'extremite des oligonucleotides. 

En ce qui concerne les modifications chimiques du squelette, on a 
propose de modifier la nature de Tenchainement phosphate 
20 internucleotidique, notamment sous forme de m^thyt-phosphonate, 
phosphorothioate ou phosphorodithioate ; ou encore en modifiant la partie 
sucre, notamment par une configuration anomerique alpha, une 
substitution 2'-0-CH3 ou en remplagant l'oxygene du cycle furanosique 
par un soufre (4'-thio-ribonucl£otide). On a egalement propose de 
25 modifier les bases de nucleotides. 

Ainsi, dans les demandes de brevet frangais FR 83 01223 (2 540 122) 
et FR 84 11795 (2 568 254) ont ete decrits des composes chimiques consumes 
par un oligonucleotide comportant un enchainement de B-nucleotides 
naturels ou modifies, sur lesquels se trouve fix6 par une liaison covalente 
30 au moins un groupe intercalant, qui possedent la propriete de bloquer 
selectivement Texpression d'un gene et qui, de ce fait, sont 
particulierement utiles en therapeutique comme substances antivirales, 
antibiotiques, antiparasitaires ou antitumorales. 
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Dans la demande internationale WO 88/04301 ont ete decrits des 
oligonucleotides de configuration anomerique alpha presentant des 
appariements paralleles plus stables avec des sequences complementaires. 
Toutefois, les utilisations proposees jusqu'a maintenant soutevent 
5 d'autres problemes, notamment de toxicite, des modifications chimiques 
introduites dans la molecule pouvant se reveler induire des toxicites au 
niveau pharmacologique dans certaines applications therapeutiques. 
D'une maniere generate, il est difficile de combiner les differents criteres 
de resistance aux nucleases, stabilisation de l'hybridation, penetration 
10 dans la cellule et, egalement, accroissement de Tactivite en rendant le 
duplex avec la sequence cible complementaire substrat de la RNAse H, 
laquelle a la propriete de cliver les duplex ADN/ARN. 

Les composes oligonucleotides dont la partie phosphate etait 
modifiee en methyl-phosphonate sont particulierement resistants a la 
15 degradation par les nucleases. Par ailleurs, les oligomeres ^lectriquement 
neutres comme les oligomeres de type mdthylphosphonate penetrent plus 
facilement dans la cellule que les oligomeres electriquement charges 
comme les phosphodiesters. Toutefois, ces derives methylphosphonates 
presentent une chiralite, notamment au niveau du phosphate, conduisant 
20 ainsi a la formation de diastereoisomeres. En outre, les duplex 
ARN/oligodesoxynucleotides methyl-phosphonate ne sont pas substrats de 
la RNAseH. Les derives oligomeres du type phosphorothioates diesters 
presentent une resistance a la degradation par les nucleases mais a un 
degre moindre que les oligomeres methylphosphonates. lis conduisent en 
25 revanche a des oligomeres electriquement charges capables d'activer la 
RNase H mais penetrent moins facilement dans la cellule que les 
oligomeres methylphosphonates. 

D'une fagon gen£rale, les oligonucleotides faisant Tobjet de 
l'invention sont destines a fournir de nouveaux oligonucleotides stables 
30 capables d'etre internalises dans les cellules et capables de s'hybrider 
et/ou de presenter une affinite pour des sequences specifiques d'acides 
nucleiques ou de proteine et done d'interagir avec des facteurs cellulaires 
ou viraux. 

La presente invention fournit des oligonucleotides a 
35 enchainements phosphorothioates triesters electriquement neutres 
pouvant redonner, apres penetration dans la cellule, et selectivement, des 
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liaisons phosphorothioates diesters ou phosphodiesters polaires. D'une 
fagon analogue, la presente invention inclut des enchainements 
phosphorodithioates triesters delivrant intracelluiairement des liaisons 
phosphorodithioates diesters ou phosphorothioates diesters. 
5 Pour ce faire, on protege selectivement des liaisons P-S~ d'un 

oligomere par un groupement (X) bioreversible dans les milieux 
intracellulaires. 

Les modifications proposes selon l'invention fournissent des 
oligomeres ayant les propriety avantageuses des derives 
10 phosphorothioates diesters, tout en palliant aux inconvenients de ces 
derniers, notamment en ce qui concerne leur sensibilite aux exonucleases 
extracelluiaires et leur difficulte de penetration a travers la membrane 
cellulaire. 

La presente invention a done plus precisement pour objet un 
15 oligonucleotide phosphorothioate ou phosphorodithioate triester 
caracterise en ce qu'il comporte des enchainements internucleotidiques 
qui presentent une liaison P-S" protegee par un groupement (X) 
bioreversible dans les milieux intracellulaires. 

La voie de synthese utilisee dans cette invention consiste en 
20 l'utilisation d'une reaction de substitution nucleophile par l'atome de 
soufre de la liaison P-S" d'un agent alkylant XL, L etant un groupement 
partant (haiogene, ester, tosyl...) et X un groupement bioreversible. II 
s'ensuit qu'il est possible de transformer les fonctions P-S" en 
phosphotriesters bioreversibles correspondants, comme il sera montre 
25 dans les exemples ci-apres. 

Un tel procede ne necessite pas une protection des bases 
heterocycliques et peut done etre effectue directement sur un 
oligonucleotide prealablement prepare. On peut ainsi parvenir a des 
oligomeres phosphorothioates triesters a partir d'oligom^res 
30 phosphorothioates diesters. En effet, un enchainement mixte comprenant 
des liaisons phosphodiesters (P-CT) et phosphorothioates (P-S^ sera 
selectivement alkyle au niveau des atomes de soufre. 

Les oligomeres phosphorothioates triesters selon la presente 
invention sont electriquement neutres dans le milieu extracellulaire et 
35 beneficient de ce fait d'une penetration amelioree dans la cellule. En 
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outre, ils permettent de delivrer intracellulairement des oligonucleotides 
phosphodiesters ou phosphorothioates diesters 61ectriquement charges 
susceptibles, a ce titre, d'etre substrats de la RNAse H lorsqu'iis forment un 
duplex mixte ARN/ADN avec leurs sequences complementaires cibles. 

5 Le principe de Pinvention s'applique a tout oligonucleotide de 

synthese, de serie ADN, ARN ou mixte, quelle que soit la cible biologique 
envisagee, dans la mesure ou il presente des enchainements 
internucleotidiques comportant une liaison P-S "susceptible d'etre alkylee 
par des groupements bioreversibles. 

10 Dans un mode de realisation, les oligonucleotides selon la presente 

invention repondent a la formule 

Y 

(1) Ri - P-R2 

\ 

SX 

15 dans laquelle : 

- Y represente O ou S 

- Ri et R2 sont respectivement un residu en 3'-0 et S'-O d*un nucleoside 
ou d'un oligonucleotide dont Penchainement internucleotidique est 
naturel ou modifie, notamment dont Penchainement est du type 

20 phosphorothioate triester de formule 

Y = P - SX 

- X est un radical -(CH 2 )„ -Yi - W ou 

. Yi represente S ou O 
. n varie de 1 a 6 
25 . W represente : 

- soit SU avec U qui represente un radical alkyle, aryle, ou 
osidique 6ventuellement substitues, 

- soit - C - Z avec Y* qui represente O ou S, et 

Y2 

30 Z qui represente un radical alkyle, aryle, ou osidique, 

eventuellement substitues. 
On entend ici par "oligonucleotide modifie* des modifications dans 
la partie sucre, dans la base ou encore dans Penchainement phosphate, 
voire dans la configuration anomerique des enchainements. Ces 
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groupements X subissent une coupure enzymatique de la liaison Yi/-W par 
l'activation enzymatique coenzymes intracellulaires selon un mecanisme 
illustre dans la Figure 1. 

Lorsque U et Z representent un radical alkyle, aryle ou osidique, on 
5 cite en particulier les radicaux alkyle en Ci et C7, benzyle, phenyl, et 
comme sucres le glucose, mannose ou rhamnose. 

Parmi ces groupements X, on cite plus particulierement -(CH 2 ) n - S - 

S-Uou-(CH 2 ) n -0-C-Z 
Y 2 

10 et plus particulierement encore -(CH 2 ) n OCZ, -(CH 2 ) n -S-S-U, -(CH 2 ) n SCZ 

\\ U 

o o 

avec n = 1 ou 2. 

Ces enchainements phosphorothioates triesters sont transformes 
sous l'influence d'enzymes intracellulaires, soit en phosphodiesters, soit 
15 en phosphorothioates diesters, comme il est montre par les etudes de 
decomposition en extraits cellulaires presentees ci-apres et les 
mecanismes indiques dans la Figure 1. 

Parmi les alkyles constituant les groupes U ou Z, on cite en 
particulier les alkyles inferieurs 6ventuellement substitues par un groupe 
20 choisi parmi hydroxy, SH ou NH 2 . 

Ainsi, dans un mode de realisation particulier de Tinvention, X 
represente -(CH 2 ) n - S - S - (CH 2 ) n i - Xi avec n et ni qui representent un 
entier de 1 a 4, de preference 2 et X* represente H, OH, SH ou NH 2 , ou X 
represente -(CH 2 ) n - Yi - CO - Z, avec n = 1 ou 2 et Z = CH3 ou tBu. Plus 
25 particulierement encore X = tBu COOCH 2 -, CH 3 COSHCH 2 CH 2 -, ou CH 3 COSCH 2 -. 

Les oligomeres phosphorothioates diesters £lectriquement charges 
sont quelque peu sensibles a la degradation nucleasique intraceilulaire. 
C'est pourquoi, dans un mode de realisation avantageux selon Tinvention, 
les oligonucleotides seront constitues d'un oligomere chimerique 
30 comportant une sequence centrale d'ADN ou d'ARN dont les 
enchainements internucleotidiques component une liaison Y - P - SX, 
cette sequence centrale etant flanquee en 5' et 3' de sequences d*ADN ou 
ARN modifi6es de sorte qu'elles resistent aux nucleases et/ou stabilisent 
Thybridation avec un brin complementaire. 



WO 94/26764 



PCT/FR94/00563 



7 

Ce mode de realisation est particulierement avantageux dans le cas 
d'une approche anti-sens dans laquelle on utilise un oligonucleotide de 
type ADN, de fagon & former un duplex ADN/ARN qui sera ainsi substrat de 
la RNAse H. Ces oligomeres chim^riques selon I'invention combinent 
5 toutes les proprietes avantageuses de penetration cellulaire, resistance 
aux enzymes intra- et extracellulaires et formation de duplex substrats de 
la RNAse H. 

En particulier, on utilisera des composes de formule I dans laquelle 
Ki et R 2 ont des sequences aux extremites 5' et 3' avec des enchainements 
10 internucleotiques, electriquement neutres, qui resistent a la degradation 
par les nucleases extra- et intra cellulaires, tels que des enchainements du 
type methyiphosphonate. 

Selon un autre mode de realisation, les oligonucleotides selon 
l'invention sont constitues d'un oligomere chimerique comportant une 
15 sequence centrale d'ADN ou d'ARN d'anomerie R, dont les enchainements 
internucleotidique s sont du type Y = P - SX, cette sequence centrale etant 
flanquee en 5* et 3' de sequences d'ADN ou d'ARN d'anomerie alpha. 

En particulier, un oligonucleotide selon Tinvention peut etre 
constitu^ d'un oligomere chimerique contenant une sequence centrale 
20 d'enchainement ^-nucleosides phosphorothioates triesters a 
enchainement internucleotidique de type Y = P - SX encadree par des 
flancs constitues de sequences d'enchainements d'alpha nucleosides 
phosphates diesters. 

D'une maniere g^nerale, differents nucleotides peuvent rentrer 
25 dans la formulation d'oligonucleotides selon l'invention. Les 
oligonucleotides faisant l'objet de la presente invention peuvent etre 
composes par une sequence de bases nucieotidiques comportant de 
l'adenine (A), de la guanine (G), de la cytosine (C), de la thymine (T) et de 
Turacile (U), ou les oligonucleotides peuvent egalement comporter des 
30 nucleotides rares (Inosine, 1, ou rl par exemple) ou des nucleotides 
modifies, soit en serie desoxyribo-, soit en serie ribo-, relies entre elles par 
des liaisons phosphodiesters non-modifiees ou modifiees selon la presente 
invention. 

En particulier, les oligonucleotides peuvent comporter des 
35 nucleotides reactifs, capables d'etablir des liens avec la sequence de la 
molecule cible compiementaire a Poligonucleotide. 
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Ainsi, les oligonucleotides selon l'invention peuvent porter des 
groupements reactifs greffes sur les nucleotides, comme par exemple des 
groupements psoralene, ou d'autres agents de pontage ou agents 
intercalant pouvant r£agir avec la sequence de la molecule cible 
5 complementaire a ^oligonucleotide. 

Font 6galement partie de l'invention des oligonucleotides couples k 
des molecules pennettant d'accroitre leur penetration intracellular, et 
en particulier des groupements lipophiles, des polypeptides ou des 
proteines. 

10 Les oligonucleotides selon 1'invention sont prepares a partir d'un 

oligonucleotide presentant des enchainements internucleotidiques 
phosphothioates diesters du type Y - i> - S~ On effectue une reaction de 
substitution nucteophile par l'atome de soufre de la liaison -P-S~des dits 
enchainements phosphorothioates diesters sur un agent alkylant XL 

15 conduisant ainsi a la formation d'un oligonucleotide d'enchainements 
phosphorothioates triesters Y - P - SX, L etant un groupe partant tel que 
halogene, ester, tosyl, et X £tant un groupement bioreversible selon 
Tinvention. 

Les oligonucleotides phosphorothioates diesters a enchainement 
20 Y = P - S~ sont prepares par les methodes conventionnelles de synthase, 
par voie chimique, biochimique, ou par des approches faisant appel a des 
combinaisons des techniques de la chimie de synthese et de la biologie 
moleculaire. 

Parmi les methodes qualifiees de conventionnelles, diverses 
25 methodes de synthese chimique ^oligonucleotides ont ete developpees et 
sont bien connues des specialistes travaillant dans ces domaines. Par 
exemple, une methode consiste a utiiiser un support solide dit CPG 
(controlled pore glass) sur lequel le premier nucleoside est fixe 
covalement par un bras de couplage, par l'intermediaire de son extremite 

30 3'OH. L'extremite 5 'OH du nucleoside est protegee par un groupe di-p- 
m<§thoxytrityl acido-labile. Cette approche, utilisant la chimie des 
phosphites triesters, et dans laquelle des desoxynucleosides 
3'phosphoramidites sont utilises comme synthons est appeiee la methode 
des phosphoramidites. Cette approche est la plus utilisee actuellement et 

35 presente l'avantage d'etre enticement automatique. 
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Une autre approche utilisee pour la synthese d'oligonucleotides est 
celle de la chimie des phosphonates. Cette approche commence par la 
condensation d*un desoxynucleoside 3'-H-phosphonate avec un 
deoxynucleoside couple a un support de verre ou de sUice. Des cycles de 
5 condensation successifs conduisent a la synthese d'oligonucleotides H- 
phosphonates. Ces oligonucleotides sont oxydes en une etape pour donner 
les phosphodiesters. 

En utilisant l'une ou l'autre de ces techniques, ou tout autre 
procedure sequentielle permettant la synthese de chaines 
10 polynucleotidiques de sequence determinee a l'avance, on obtient des 
oligonucleotides presentant la structure de depart desiree. 

Des syntheses detaillees d'oligonucleotides phosphorothioates 
diesters ont ete decrites, par exemple, dans J. Am. Chem. Soc. 106: 6077-6079 
(1984) et Nucleic Acids Res. 14: 5399-5407 (1986). 
15 Les oligonucleotides peuvent etre utilises a titre de reactifs ou 

principes actifs dans des compositions diagnostiques, cosmetologiques ou 
pharmacologiques diverses a des concentrations variables et avec les 
excipients appropries selon les applications. 

D'autres caracteristiques et avantages de la pr6sente invention 
20 apparaitront a la lumiere des exemples qui vont suivre. 

La Figure 1 represente les mecanismes de decomposition 
intracellulaire des groupements bioreversibles. 
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I - Exemples 1 a 3: synthase des dioucleosides phosphorothioates 
triesters 4a, 4b et 4c et evaluation de leur stabilite en milieu 
biologique 

5 

1-1 - synthese des composes 4a, 4b et 4c 

Conditions generates: 

10 Les chromatographies sur couche mince (C.C.M.) sont realisees sur plaque de silice 
Merck 60 F254. Les produits sont detectes a la lampe U.V. (254 nm) et reveles par 
chauffage apres pulverisation d'acide sulfurique a 10% dans l'ethanol 95°. 
Les chromatographies sur colonne de gel de silice sont effectuees avec de la silice 
Kieselgel 60 (40|im-63^m). 

15 Les spectres de RMN du proton sont enregistres a temperature ambiante sur un appareil 
Bniker AC 250. Les echantillons sont solubilises dans le DMSO-c/g Les deplacements 
chimiques (5) sont exprimes en ppm par rapport au signal du DMSO-c/j fixe a 2,49 ppm, 
pris comme reference interne. Les constantes de couplage sont donnees en Hertz. La 
multiplicity des signaux observes est indiquee par une lettre minuscule: 

20 m: multiplet; pq: pseudo-quartet, t: triplet; d: doublet; s: singulet; si: singulet large 

On represente par Ni le nucleoside ayant sa fonction 5 f OH libre et par N2 le nucleoside 
ayant sa fonction 3'OH libre. 

Les spectres de RMN du phosphore sont enregistres a temperature ambiante sur un 
appareil Bniker WP 200 SY avec decouplage du proton. Les echantillons sont solubilises 
25 dans CD3CN ou dans le DMSO-t/g. Les deplacements chimiques sont exprimes en ppm 
par rapport a H3PO4 66% pris comme reference externe. 

Les spectres de masse sont effectues sur un appareil JEOL JMS DX 300 par la methode 
d'ionisation FAB en mode positif avec differentes matrices: glycerol (G), glycerol / 
thioglycerol (GT) ou alcool 3-nitrobenzylique (NBA). 
30 Uacetonitrile a ete distille apres une nuit de chauffage a reflux sur hydrure de calcium et 
est conserve sur tamis moleculaire (4 A). 

Les agents d'alkylation ont ete synthetises selon des procedes decrits dans la litterature: 

- iodure de pivaloyloxymethyle: European Patent Appl N° 843080672 

- bromoethylacetylsulfure: P. Nyleiu A. Olsen, SvenskKem. Tid., 53, 274 (1941). 

35 - bromomethylacetylsulfure: G.K. Farrington, A. Kumar, F.C. Wedler, Oppi briefs, 21, 
390(1989). 
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Les dinucleosides phosphorothioates diesters ont ete synthetises selon des methodes 
classiques, decrites dans la litterature, utilisant la chimie des H-Phosphonates (J. 
Stawinski, M. Thelin, Nucleosides and Nucleotides, 9, 129 (1990). P.J. Garegg, T. 
Regberg, J; Stawinsky, R. Stromberg, Nucleosides and Nucleotides^ 6, 655 (1987). 
5 Des solutions aqueuses d'hydrogenocarbonate de triethyiammonium (TEAB) 1 M et 0,5 
M, pH= 7 ont ete utilisees pour neutraliser les milieux reactionnels et pour realiser les 
extractions. 

Avant lyophilisation, les solutions sont filtrees sur filtre Millex HV-4 (Millipore, 0,45 \x 
m). 

10 

Svnthese: 



DmtrO n T DmWH T OH— i 

P ip np 

0 RX(2o-c) ? AcOH80% ° 

0:P-S" EtjNH* ► 0:P-SR ► 0:P-SR 

CHjCN ' 



)-. T 3 0 n n T 




DrntrO DmtrO 
(1) (3o-c) 

a R = tBuCOQCHr ; b, A R = CHjCOSC^CHj- ; c: R = CH 3 C0SCH r 

X = I (a. c et d); Br (b) 



15 



Exemple 1 



□ 0-[5 , -0-(4,4 l -DimethoxytrityI)thymidin-3 , -yl] 0-t3 , -0-(4,4 f - 

DimethoxytrityOthymidin-S'-yl] S-(pivaloyloxymethyl) Phosphorothioate (3a): 

20 

A une solution de dinucleoside phosphorothioate diester (1) (254 mg; 0,2 mmol.) dans 
l'acetonitrile anhydre (10 ml) est additionne l'iodure de pivaloyloxymethyle (2a) (484 mg, 
2 mmol). La reaction est agitee a temperature ambiante durant 30 minutes, puis le milieu 
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reactionnel est neutralise par addition d'une solution aqueuse de TEAB 1 M (2 ml) et 
laisse sous agitation durant 5 minutes. Puis le melange reactionnel est verse sur une 
solution aqueuse de TEAB 0,5 M (50 ml) et extrait avec du dichloromethane (3 x 30 ml). 
Les phases organiques sont rassemblees, lavees a l'eau (50 ml), sechees sur sulfate de 
5 sodium, filtres puis evaporees a sec. Le residu est ensuite chromatographic sur colonne de 
gel de silice en utilisant comme eluant un gradient de methanol (0 a 2%) dans le 
dichloromethane. Les fractions contenant (3a) sont rassemblees et concentrees sous 
pression reduite pour conduire a un residu solide blanc (220 mg; 86%) qui est 
soigneusement seche pour etre utilisee dans Tetape suivante. 

10 

R f = 0,67 (CH2CI2 / MeOH. 9/1). 

□ O-CThymidin^-yl) O^Thymidin-S'-yl) S-(pivaloyloiyinethyl) Phosphorothioate 

(4a): 

15 

Le dimere phosphorothioate triester totalement protege (3a) est dissous dans un melange 
acide acetique / eau / methanol (8:1:1, v:v:v) (10 ml). La reaction est laissee sous 
agitation a temperature ambiante pendant 5 heures. On evapore alors le milieu rectionnel 
et on coevapore plusieurs fois a l'eau et au toluene. Le residu est ensuite chromatographic 
20 sur colonne de gel de silice en utilisant comme eluant un gradient de methanol (0 a 10%) 
dans le dichloromethane. Les fractions contenant le produit (4a) sont rassemblees, 
concentrees sous pression reduite, puis le residu est coevapore plusieurs fois au dioxanne 
et lyophilise dans le dioxanne. 

On obtient (4a) sous forme d'une poudre blanche (98 mg, 85%). 

25 

R f = 0,2 (CH 2 C1 2 / MeOH: 9/1) 

MS: FAB>0 (NBA): 677: (M+H) + ; 551: (M-B) + ; 424: (M-(2B+2H))+ 
RMN 31 P (CD3CN): 6= 27,21 et 27,31 ppm (2 diastereoisomeres) 
RMN *H (DMSCrf 6 ): 6= 11,34 (si, 2H, 2NH); 7,68 et 7,48 (2m, 2H, 2H 6 ); 6,21 (m, 
30 2H, 2H r ); 5,48 (d, 1H, OH 3 », J= 4,4 Hz); 5,41 (d, 2H, SCH 2 0, J - 20 Hz); 5,26 (t, 1H, 
OH 5 «, J - 5,1 Hz), 5,10 (m, 1H, Hy (N^); 4,26 (m, 3H, H 3 » (N 2 ), H5. et H 5 « (N 2) ); 
4,12 (m, 1H, H4* (Nj)); 3,96 (m, 1H, (N^); 3,61 (m, 2H, Hy et H 5 « (N^); 2,38 (m, 
2H, Hy et H 2 « (N])); 2,14 (m, 2H, H 2 < et H 2 " (N 2 )); 1,79 et 1,77 (2s, 2CH 3 (N } et 
N 2 )); 1,13 (d, 9H, (CH 3 ) 3 C) ppm. 

35 

Exemple 2 
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□ 0-[5 , .0-(4,4 , -Dimcthoxytrityl)thymidin-3 , .yl] 0-[3 , -0-(M , - 

Dimethoxytrityl)thymidin-5'-yl] S-(acetylthioethyl) Phosphorothioate (3b): 

A une solution de dinucleoside phosphorothioate diester (1) (50 mg; 0,0394 mmol.) dans 
5 l'acetonitrile anhydre (5 ml) est additionne le bromoethylacetylsulfure (2b) (360 mg; 1,97 
mmol.). Le milieu reactionnel est agite a temperature ambiante durant 5 jours, puis il est 
neutralise par addition d'une solution aqueuse de TEAB 1 M (1 ml) et laisse sous 
agitation pendant 5 minutes. Le melange reactionnel est ensuite verse sur une solution 
aqueuse de TEAB 0,5 M (25 ml) et extrait avec du dichloromethane (3x15 ml). Les 
10 phases organiques sont rassemblees, lavees a 1'eau (25 ml), sechees sur sulfate de sodium, 
filtrees puis evaporees a sec. Le residu est ensuite chromatographic sur colonne de gel de 
silice en utilisant comme eluant un gradient de methanol (0 a 4%) dans le 
dichloromethane. On obtient (3b) sous forme d'un solide blanc (27 mg, 55%). 

15 R f = 0,75 (CH 2 C1 2 / MeOH: 9/1). 

□ 0-(Thymidin-3'-yl) O-CThymidin-S'-yl) S-(acetylthioethyl) Phosphorothioate 
(4b): 

20 Le dinucleoside phosphorothioate triester totalement protege (3b) est dissous dans un 
melange acide acetique / eau / methanol (8:1:1, v:v:v) (5 ml) et laisse sous agitation toute 
une nuit. Le lendemain, on evapore le milieu reactionnel et on coevapore plusieurs fois a 
1'eau puis au toluene. Le residu solide est ensuite chromatographic sur colonne de gel de 
silice en utilisant comme eluant un gradient de methanol (0 a 10%) dans le 

25 dichloromethane. Les fractions contenant le dinucleoside phosphorothioate triester 
detrityle (4b) sont rassemblees, evaporees sous pression reduite, puis le residu est 
coevapore au dioxanne et lyophilise dans le dioxanne. On obtient (4b) sous forme d'une 
poudre blanche (12 mg, 86%). 

30 R f - 0,35 (CH 2 C1 2 / MeOH: 9/1) 
MS: FAB>0 (GT): 665: (M+H) + 
RMN 31 P (DMSO-rf<f): 5 = 28,09 et 28,22 ppm 

RMN lH (DMSO-rf 6 ): 6 - 11,34 (2s, 2H, 2NH); 7,68 et 7,48 (2d, 2H, 2H 6 ); 6,20 (t, 
2H, 2H r ); 5,48 (d, 1H, OH 3 0, 5,26 (pq, 1H, OH5O, 5,09 (m, 1H, Hy (N^), 4,26 (m, 
35 3H, Hy (N 2 ), Hy et H 5 « (N2)); 4,10 (m, 1H, (N])); 3,95 (m, 1H, ^ (N 2 )); 3,61 
(m, 2H, H 5 ' et H 5 « (Nj)); 3,13 et 3,02 (2m, 4H, SCH 2 CH 2 S); 2,29 (m, 2H, H T et H r 



WO 94/26764 



PCT/FR94/00563 



14 

(N])); 2,33 (d, 3H, CH 3 CO); 2,13 (m, 2H, Hr et H 2 »(N 2 )); 1,77 et 1,78 (2s, 6H, 2CH 3 
(N] et N2)) ppm. 

Exemple 3 

5 

□ 0-[5 , -0-(4,4 , -Dimethoxytrityl)thymidin-3 , -yl] 0-[3 , -0-(4,4 t - 
DimethoxytrityOthymidin-S'-yl] S-(acetylthiomethyl) Phosphorothioate (3c): 

A une solution de dinucleoside phosphorothioate diester (1) (58 mg; 0,0457 mmol.) dans 
10 l'acetonitrile anhydre (5 ml) est additionne 1'iodomethylacetylsulfure (98 mg; 0,457 
mmol.). La reaction est laissee sous agitation toute une nuit a temperature ambiante, puis 
le milieu reactionnel est neutralise par addition d'une solution aqueuse de TEAB 1 M ( 1 
ml) et laisse sous agitation durant quelques minutes. Puis le melange reactionnel est verse 
sur une solution aqueuse de TEAB 0,5 M (25 ml) et extrait avec du dichloromethane (3 x 
15 15 ml). Les phases organiques sont rassemblees, lavees a l'eau (25 ml), sechees sur sulfate 
de sodium, filtrees puis evaporees a sec. Le resisu est ensuite chromatographic sur 
colonne de gel de silice en utilisant comme eluant un gradient de methanol (0 a 3%) dans 
le dichloromethane. On obtient (3c) sous forme d*un solide blanc (46 mg, 80%). 

20 R f = 0,55 (CH 2 Cl 2 / MeOH : 9 / 1). 

□ 0-(thymidin-3'-yI) O-fthymidin-S'-yl) S-(acetyIthiomethyI) Phosphorothioate 
(4c): 

25 Le dinucleoside phosphorothioate totalement protege (3c) est dissous dans un melange 
acide acetique / eau / methanol (8:1: 1, v:v:v) (5 ml) et laisse sous agitation a temperature 
ambiante toute une nuit, Le lendemain, on evapore le milieu reactionnel et on coevapore 
plusieurs fois a Teau et au toluene, Le residu est ensuite chromatographic sur colonne de 
gel de silice en utilisant comme eluant un gradient de methanol (0 a 10%), Les fractions 

30 contenant le dinucleoside phosphorothioate triester detrityle (4c) sont rassemblees et 
concentrees sous pression reduite. Le residu est coevapore au dioxanne puis lyophilise 
dans le dioxanne, On obtient (4c) sous forme d'une poudre blanche (20 mg, 85%). 

R f = 0,62 (CH 2 CI 2 / MeOH : 8 12 ) 
35 MS: FAB>0 (GT): 65 1 (M+H)+ 

RMN 31 P (CD3CN): 6 - 27,22 et 27,44 ppm (2 diastereoisomeres), 
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RMN l H (DMSO-rf 6 ): 6 = : 11,34 (d, 2H, 2 NH); 7,70 et 7,49 (2d, 2H, 2H 6 ); 6,22 (m, 
2H, 2H r ); 5,48 (d, 1H, OH 3 0; 5,37 (m, 1R OH5O; 5,08 (m, IK H3. (N])); 4,29 (m, 
5H, H 3 . (N 2 ), H 5 » et H 5 « (N 2 ), SCH 2 S); 4,13 (m, IH, H 4 « (N t )); 3,97 (m, 1H, H4. 
(N 2 )); 3,62 (m, 2H, H 5 « et H 5 « (Ntf), 2,39 (m, 5H, H 2 » et H 2 « (Nj), CH3CO); 2,15 (m, 
5 2H, H 2 . et H 2 » (N 2 )); 1,78 (s, 6H, 2CH 3 (Nj et N 2 )). 

1-2 - Etudes de stabilite des dimfcres phosphorothioates 
triesters 4a, 4b et 4c 

10 

Conditions generates: 

• Methode 

15 

La stabilite des dimeres (4a), (4b) et (4c) dans differents milieux biologiques a ete etudiee 
selon une technique CL.H.P. mise au point au laboratoire (A, Pompon, I, Lefebvre, J,-L, 
Imbach, Biochemical Pharmacology, 43, 1769 (1992).), qui ne necessite aucune 
manipulation prealable de l'echantillon et permet son injection directe: une precolonne, 
20 qui permet d'eliminer les proteines, remplie d'un nouveau materiau LS.R.P. (Internal 
Surface Reverse Phase) est associee a une colonne haute resolution (phase inverse) 
permettant l'analyse chromatographique. 

# Materiel: 

25 

Le chromatographe (Waters-Millipore) est compose de : 

- un programmateur M 680 

- deux pompes M 5 1 0 

- un inject eur automatique WISP 712 

30 - un detecteur U. V. a barrette de diodes M 990 

- un microordinateur NEC APC IV 

- une imprimante Waters 990 

- une vanne 6 voies modele 7010 (Rheodyne), 
Les colonnes sont fournies par la S.F.C.C-Shandon: 

35 - Precolonne I.S.R.P. (Ultrabiosep C ig, 10 |im, 4,6 mm x 10 mm) 

- Colonne analytique phase inverse (Nucleosil CI 8, 5^m, 4,6 mm x 100 mm) 
La colonne analytique est thermostatee a 30°C, 
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Sexploitation des resultats se fait sur le logiciel EUREKA. 
• Produits chimiaues: 

5 L'eau distillee est purifiee sur un systeme MilliQ (Waters-Millipore), 
L'acetonitrile est de qualite H.P.L.C.-lointain U.V. (Fisons), 
L'acetate d'ammonium est de qualite "pour analyses" (MERCK), 
Les milieux de culture sont composes de 90% de RPMI 1640 et de 10% de serum de 
veau foetal inactive par la chaleur (GIBCO), 

10 Les extraits cellulaires ont ete aimablement fournis par M elle A,-M, Aubertin 
(Universite de Strasbourg I). lis sont prepares de la fa$on suivante: des cellules CEM en 
croissance exponentielle sont separees du milieu de culture par centrifugation (10 4 g, 4 
min, 4°). Le residu (environ 100 \x\, 5.10 7 cellules) est mis en solution dans 2 ml de 
tampon (Tris-HCl 140 mM, pH=7,4) et sonique. Le lysat est centrifuge (10 5 g, lh, 4°) 

15 pour eliminer les membranes, les organites et la chromatine. 
Deux types deluants ont ete utilises pour la C.L.H.P.: 

- eluant A: Tampon acetate d'ammonium 0,1 M, pH = 5,9, 

- eluant B: Tampon acetate d'ammonium 0,1 M, acetonitrile 50%, pH = 5,9, 

20 • Preparation des echantillons: 

On prepare une solution 10~ 2 M du compose a etudier dans le DMSO. 

Cette solution est diluee avec de Teau pour conduire a une solution mere de concentration 

5.10- 4 M. 

25 

a) - etude de stabilite en milieu de culture: 

100 jxl de solution mere du compose a etudier sont ajoutes a 900 |al de milieu de culture 
prealablement filtres sur filtre sterile Millex GV (Millipore, 0,22 urn). Apres melange, des 
30 fractions (100 sont reparties dans des tubes Eppendorf steriles. Ces tubes sont places 
dans une etuve a 37°C et preleves en fonction de revolution cinetique. Les echantillons 
sont immediatement analyses par C.L.H.P. (volume injecte: 80 \x\) on conserves a -25°C 
en vue d'une analyse ulterieure. 



35 



b) - etude de stabilite en extrait cellulaire: 
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100 |il de solution mere du compose a etudier sont ajoutes a 900 |il d'extrait cellulaire 
prealablement filtres sur filtre sterile Millex GV (Millipore, 0,22 yim). Apres melange, des 
fractions (100 jjj) sont reparties dans des tubes Eppendorf. Ces tubes sont places dans 
une etuve a 37°C et preleves en fonction de 1'evolution cinetique. Les echantillons sont 
5 immediatement analyses par C.L.H.P.. 

Resultats: 

10 Les resultats concernant les etudes de stabilite des trois dimeres (4a), (4b) et (4c) sont 
rassemblees dans le tableau ci-dessous: 

C 0 = 5.10- 5 M 

tj/2 = temps au bout duquel la moitie du produit de depart s'est decomposee 
15 PO" = dinucleoside phosphodiester 

PS' = dinucleoside phosphorothioate diester 

% PO" , % PS" = fractions molaires de dinucleoside phosphodiester et de dinucleoside 
phosphorothioate diester, exprimees par rapport a la quantite initiate de dinucleoside 
phosphorothioate triester. 
20 Le pourcentage de PS" correspond a la quantite de dinucleoside phosphorothioate diester 
forme apres decomposition complete du dinucleoside phosphorothioate triester de depart 
(en corisiderant que le dinucleoside phosphorothioate diester est stable dans les conditions 
utilisees et s'accumule). 

Le pourcentage de PO~ est calcule par la difference (100 - % PS* forme) car le 
25 dinucleoside phosphodiester se decompose rapidement des sa formation. 





RPMI + 10% serum 


extra it cellulaire 






%po- 


% PS" 


*1/2 


% PO" 


% ps- 


(4a) 


6ta 


80 


20 


40 min 


/ 


100 


(4b) 


7h 


50 


50 


10 min 


1 


100 


(4c) 


lh 


20 


80 


5-10 min 


1 


100 
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II decode de I'etude de stabilite des composes 4a-c presentee ci-dessus que ceux-ci sont 
rapidement et selectivement transformes en extrait cellulaire en leur phosphorothioate 
diester correspondant, ce qui est en accord avec l'hypothese originelle. 

5 

II - Exemples 4 a 6: synthase ^oligonucleotides contenant des 
liaisons phosphorothioates triesters par alkylation post-synthese 
de liaisons phosphorothioates diesters. Evaluation de leur stability 
10 en milieux biologiques 

II-l - synthase des oligonucleotides 5c, 6b et 7b contenant 
des liaisons phosphorothioates triesters 

15 

Conditions gene rales: 

Les oligonucleotides contenant des liaisons phosphorothioates diesters ont ete synthetises 
en phase solide sur un synthetiseur d'ADN Applied Biosystems modele 381 A, sur des 
20 colonnes de support correspondant a une [xmole de nucleoside greffe. 

La purification et l'analyse des oligonucleotides 5c, 6b et 7b ont ete effectuees par 
C.L.H.P. en utilisant un systeme chromatographique compose de materiel Waters- 
Millipore: 

- un programmateur M 680 
25 - un ordinateur NEC APC IV 

- une imprimante Waters 990 

- deux pompes M 510 

- un injecteur UfjK 

- un detecteur U. V. a barrettes de diode 

30 Les colonnes et les precolonnes sont fournies par la SFCC-Shandon: 

- dans le cas de C.L.H.P. preparative, on a utilise une colonne Nucleosil Cis N 
525 (10mm x 250 mm) de granulomere 5 [im protegee par une precolonne Nucleosil 
Cjg PSF-25 de granulometrie 5 ^m. 

- dans le cas de C.L.H.P. analytique, on a utilise une colonne Nucleosil Cjg N 125 
35 (4,6mm x 150 mm) de granulometrie 5 \im protegee par une precolonne Nucleosil 

Cis PSF-25 de granulometrie 5 ^xm. 
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Apres purification, les oligonucleotides sont filtres sur filtre Millex HV-13 (Millipore, 
0,45 |im) et soumis a plusieurs lyophilisations successives dans I'eau. 

Le suivi des reactions d'alkylation des oligonucleotides et la purification des 
5 oligonucleotides alkyles 5c, 6b et 7b ont ete effectues par C.L.H.P., sur un 
chromatographe Waters-Millipore compose de : 

- un programmateur 600 E 

- un systeme de pompage 600 

- un injecteur manuel U$K 
10 - un detecteur U.V. 486 

- un micro-ordinateur Powermate SX Plus 

Le suivi des reactions d'alkylation a ete realise sur une colonne Nucleosil C]g 5jim 
(4,6mm x 150 mm) protegee par une precolonne Nucleosil Cjg 5nm (S.F.C.C.- 
Shandon). 

15 La purification des oligonucleotides 5c, 6b et 7b a ete effectuee sur une cartouche 
RADIAL-PAK Cjg lO^im pour support de colonne RCM (8 x 10), protegee par une 
precolonne GUARD-PAK Resolve C]g (Waters-Millipore). 

Le dessalage des echantillons a ete realise sur une cartouche Cjg SEP-PAK (Waters- 
Millipore). 

20 Avant lyophilisation, les solutions sont filtrees sur filtre Millex HV-13 (Millipore, 0,45 

m): 

II-l-l - Exemple 4 : synthese du dodecamere chimerique 5c contenant 
une fenetre centrale phosphorothioate triester et des flancs 
25 methylphosphonates. 

a) - synthese d'un dodecamere contenant une fenetre centrale phosphorothioate 
diester et des flancs methylphsophonates. 

TTTTTTTTTTTT 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

30 MP MP MP MP S~ S~ S~ MP MP MP MP 

On a utilise le cycle standard d'elongation propose pour la synthese des oligonucleotides, 
en utilisant pour les flancs le synthon methylphosphonamidite et le melange I2 / THF / 
eau / pyridine comme agent d'oxydation, et pour la partie centrale (3 cycles 
35 d'incorporations) le synthon cyanoethylphosphoramidite et le reactif de Beaucage comme 
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agent de sulfuration (R.R Iyer, W. Egan, J.B. Regan, S.L. Beaucage, J. Am. Chem. Soc, 
112 , 1253 (1990)). 

Le decrochage de Toligonucleotide du support et sa deprotection ont ete realises selon le 
procede classiquement decrit pour les methylphosphonates (P.S. Miller, MP. Reddy, A. 
5 Murakami, K.R. Blake, S B. Lin, C.H. Agris, Biochemistry, 25, 5092 (1986).) en utilisant 
une solution d'ethylenediamine dans l'ethanol absolu (1:1, v:v). 

La synthese sur l'echelle d*une micromole nous a conduit a un brut de synthese de 75 
unites d'absorbance a 260 nm (unites A26O)- 
10 Apres purification par CL.H.P. preparative, nous avons obtenu 37 unites A26O 
d'oligonucleotide chimerique d'une purete spectrophotometrique de 100% (determinee 
par analyse C.L.H.P). 



15 b) - Alkylation des liaisons phosphorothioates diesters 

TTTTTTTT 



1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ■ 1 1 1 1 



MP MP MP MP S- S- S~ MP MP MP MP 



50° C 



une nuit 



CH 3 CO-S-CH 2 - I (60 eq) 
CH 3 CN /tampon phosphate (pH= 6) 



T T TTTTTTTT TT 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

MP MP MP MP SR SR SR MP MP MP MP 

Dans un eppendorf, on introduit successivement: 
20 - 120 |^1 d'acetonitrile 

• 135 ^1 de tampon phosphate 20 mM (pH = 6,15) 

- 15 |il d'iodomethylacetylsulfiire en solution 0,92 M dans Tacetonitrile 

- 30 de solution 7,66 mM d'oligonucleotide dans Teau (soit environ 22 unites 

A 260) 

25 L'eppendorf est place dans un bain a sec prelablement thermostate a 50°C. 

Des prelevements de 5 |il sont effectues a differents temps de reaction et sont analyses 
par C.L.H.P. afin d'estimer Tavancement de la reaction. 
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Apres 1 6 heures de reaction, on ne detecte plus la presence de Toligonucleotide de depart 
(t r = 12,99 min) et Foligonucleotide totalement alkyle (t r = 17,53 min) est purifie par 
CL.H.P.. 

5 ^oligonucleotide est ensuite dessale, avant d'etre lyophilise dans un melange eau / 
dioxanne (50:50, v:v) et analyse a nouveau par CL.H.P.. 

On a obtenu 10 unites A26O d f oligonucleotide totalement alkyle d'une purete 
spectrophotometrique de 97% (determinee par C.L.H.P.). 

10 

II-1-2 - exemple 5 : synthese du dodecamere 6b entierement 
phosphorothioate triester. 

a) - synthese d'un dodecamere phosphorothioate diester 
15 d(Cp (S )Ap (S) Cp( S )Cp(S)Cp(S)Ap( S )Ap( S) Tp (S) Tp(S)Cp( S )Tp( S) G) 

On a utilise le cycle standard d'elongation propose pour la synthese d'oligonucleotides en 
utilisant les synthons cyanoethylphosphoramidites des quatre bases convenablement 
proteges et en rempla?ant 1'etape d'oxydation par I2 / THF / eau / pyridine par une etape 
20 de sulfuration avec le reactif de Beaucage. 

Le decrochage de Toiigonucleotide du support et sa deprotection ont ete realisees par un 
traitement a Tammoniaque concentre (32%) pendant une nuit a 55°C. 

b) - alkylation des liaisons phosphorothioates diesters. 

25 

A une solution 6,4 mM d'oligonucleotide phosphorothioate diester, 
d(Cp(S)Ap(S)Cp(S)Cp(S)Cp( S )Ap( S )Ap(S)Tp(S)Tp( S )Cp(s)Tp( S )G) dans de Teau 
(42 on ajoute successivement du tampon phosphate (pH= 6,15, 123 jil), de 
Tacetonitrile (120 |il) et une solution 1 M d'iodoethylacetylsulfure (2d) (55 |il). Le 
30 melange est maintenu a 50°C pendant 48 heures. Apres evaporation, le residu est purifie 
par C.L.H.P.. La fraction contenant le dodecamere phosphorothioate entierement alkyle 
6b est dessale et le residu d'evaporation repris dans un melande eau / dioxanne (50:50, 
v:v, 1 ml) est lyophilise. 

Rendement 35%. La r^fdrence (2d) se rapporte 2i la nomencla- 
35 ture utilisee dans le schema de synthese du paragraphe 1-1. 
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H-l-3 - exemple 6 ; synthese du dodecamere chimerique 7b contenant 
une fenetre centrale constitute de ^-nucleosides phosphorothioates 
triesters et des flancs constitues d'a-micleosides phosphates diesters. 

5 a) - synthese du dodecamere contenant une fenetre fi-phosphorothioate diester et 
des flancs a-phosphates diesters d[a-(TCTT)3 , ->3'p , -(Tp(S)Tp(S)Cp(S)C)5'->5'a- 
(CTCT)] 

On a utilise le cycle standard d'elongation propose pour la synthese des oligonucleotides 
10 en utilisant pour les flancs les synthons cyanoethylphosphoramidites d'anomerie a 
convenablement proteges sur les bases et le melange I 2 / THF / eau / pyridine comme 
agent d'oxydation, et pour la partie centrale les synthons cyanoethylphosphoramidites 
d'anomerie p convenablement proteges sur les bases et le reactif de Beaucage comme 
agent de sulfuration. 

15 

b) - alkylation des liaisons phosphorothioates diesters. 

A une solution 11 mM d'oligonucleotide d[a-{TCTT)3 , ^3 , p-(Tp(S)Tp(S)Cp(S)C)5•->5 , 
a-(CTCT)] dans de l'eau (20 on ajoute successivement du tampon phosphate (pH= 
20 6,15, 145 ul) et une solution 1 M d'iodoethylacetylsulfure (2d) (55 ul). Le melange est 
maintenu a 50°C pendant 48 heures. Apres evaporation, le residu est purine par C.L.H.P.. 
La fraction contenant le dodecanucleotide (7d) alkyle sur les trois liaisons 
phosphorothioates centrales est dessalee puis lyophilisee. Rendement 47%. 

25 II-2 - Etude de stability des oligonucleotides chimeriques 5c, 

6b et 7b dans des milieux biologiques. 

Conditions generales; 

30 Les conditions generales sont les memes que celles utilisees pour les etudes de stabilite 
des dimeres phosphorothioates triesters, en ce qui conceme la methode, le materiel et les 
produits chimiques 

• Preparation des ichantillons: 

35 

on prepare une solution mere d'oligonucleotide dans le dioxanne (10 unites A26O 
d'oligonucleotide dans 200 ul de dioxanne). 



WO 94/26764 



PCT/FR94/00563 



23 

a) - etude de stabilite en milieu de culture: 

On preleve 30 \x\ de solution mere ^oligonucleotide (soit environ 1,5 unites A26o)< Q ue 
1'on ajoute a 1470 \x\ de milieu de culture prealablement filtre sur filtre sterile Millex GV 
5 (Millipore, 0,22 ^im). Apres melange, des fractions (100 (il) sont reparties dans des tubes 
Eppendorf steriles. Ces tubes sont places dans une etuve a 37°C et preleves en fonction 
de revolution cinetique. Les echantillons sont immediatement analyses par CL.H.P. 
(volume injecte 80 fal) ou conserves a -25°C en vue d'une analyse ulterieure. 

10 b) - etude de stabilite en extrait cellulaire: 

10 ^1 de solution mere d'oligonucleotide sont ajoutes a 990 ^1 d'extrait cellulaire 
prealablement filtres sur filtre sterile Millex GV (MiUipore, 0,22 |im). Apres melange, des 
fractions (100 sont reparties dans des tubes Eppendorf steriles, placees dans une etuve 
15 a 37°C, prelevees a des temps differents et immediatement analysees par CL.H.P.. 

Resultats: 

Les resultats concernant les etudes de stabilite des trois oligonucleotides Sc, 6b et 7b 
20 sont rassembles dans le tableau ci-dessous 
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RPMI + 10% serum 


extrait 
cellulaire 


oligonucleotide 
etudie 


t|/2 de disparition 
de r oligonucleotide 
de depart 


tj/2 de disparition 
de r oligonucleotide 
de depart 


tf/2 de formation 
de I'oligonucleotide 
totalement 
deprotege 


5c 


40 min 


< 5 min 


20 min 


6b 


55 min 


<2 min 


25 min 


7b 


35 min 


< 2 min 


20 min 
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fensemble des donnees concemant les composes 5c, 6b et 7b montre sans ambiguite 
qu'il est possible de proteger selectivement par des groupements bioreversibles des 
fonctions internucleotidiques phosphorothioates. De plus, il est bien confirme en extrait 
cellulaire que de tels oligonucleotides phosphorothioates triesters sont rapidement 

deproteges. 

La Figure 1 represente le mecanisme de decomposition des groupements 
bioreversibles selon l'invention. 



35 
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RFVENDICATIONS 

1. Oligonucleotide phosphorothioate triester caracterise en ce qu'il 
comporte des enchainements internucleotidiques qui pr6sentent une 

5 liaison P-S- protegee par un groupement (X) bioreversible dans les 
milieux intracellulaires. 

2. Oligonucleotide selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il 
repond k la formule generate suivante 

(I) Ri - P-R2 

SX 

dans laquelle : 
- Y represente O ou S 
15 - Ri et R 2 sont respectivement un residu 3'- O et 5'- O d'un nucleoside 
ou d'un oligonucleotide dont Tenchainement internucleotidique est 
naturel ou modify, notamment dont Tenchainement est du type 
phosphorothioate triester de formule 
Y-P-SX 

20 - X est un radical -(CH 2 ) n -Yi-Wou 
. Yi represente S ou O 
. n varie de 1 a 6 
. W represente : 

- soit SU avec U qui represente un radical alkyle, aryle, ou 
25 osidique eventuellement substitues, 

- soit - C - Z avec Y* qui represente O ou S, et 

h 

Z qui represente un radical alkyle, aryle, 
ou osidique eventuellement substitues. 
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3. Oligonucleotide selon la revendication 2 caracterise en ce que X 

C- 
II 



represente -(CH 2 ) n - S - S - U ou -(CH 2 ) n - O - C - Z 
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4. Oligonucleotide selon la revendication 2 ou 3 caracterise en ce 

que X represente -(CH 2 ) n OCZ, -(CH 2 ) n -S-S-U, -(CH 2 ) n SC Z, avec n - 1 ou 2. 

\\ II 
O O 

5 5. Oligonucleotide selon Tune des revendications 2 a 4 caracterise 

en ce que U et Z sont un alkyl inferieur eventuellement substitue par un 
ou des groupe(s) choisi(s) parmi OH, SH, ou NH 2 . 

6. Oligonucleotide selon la revendication 5 caracterise en ce que X 
10 represente -(CH 2 ) n - S - S - (CH 2 ) n i - Xi avec n et ni qui representent un 
entier de 1 a 4, de preference 2 et Xi represente H, OH, SH ou NH 2 , ou X 
represente ~(CH 2 ) n - Y* - CO - Z, avec Z - CH 3 ou tBu. 



7. Oligonucleotide selon Tune des revendications 1 a 6 caracterise 
15 en ce qu'il est constitue d'un oligomere chim^rique comportant une 

sequence centrale d'ADN ou d'ARN dont^ les enchainements 
internucleotidiques component une liaison Y - P - SX, cette sequence 
centrale etant flanquee en 5' et 3' de sequences d'ADN ou ARN modifiees de 
sorte qu'elles resistent aux nucleases et/ou stabilisent Thybridation avec 
20 un brin complementaire. 

8. Oligonucleotide selon Tune des revendications 2 k 7 caracterise 
en ce que Ri et R2 ont des sequences aux extremites 5' et 3' 
respectivement, electriquement neutres, et qui resistent a la degradation 

25 par les exonucleases. 

9. Oligonucleotide selon la revendication 8 caracterise en ce que les 
enchainements internucleotidiques aux extremites 5' et 3' respectivement 
de Ri et R 2 sont du type methyl-phosphonate. 
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10. Oligonucleotide selon Tune des revendications 1 & 7 caracterise 
en ce qu'il est constitue d'un oligomere chimerique comportant une 
sequence centrale d'ADN ou d'ARN d'anom6rie fi, dont les enchainements 
internucleotidiques sont du type Y = P - SX, cette sequence centrale etant 

5 flanquee en 5' et 3' de sequences d'ADN ou d'ARN d'anomerie alpha. 

11. Oligonucleotide selon la revendication 10 caracterise en ce qu'il 
est constitue d'un oligomere chimerique contenant une sequence centrale 
d'enca'drement de R-nucleosides phosphorothioates triesters a 

10 enchainement internucleotidique de type Y = P - SX encadrSe par des 
flancs constitues d'enchainements d'alpha nucleosides phosphates 
diesters. 

12. Procede de preparation d'un oligonucleotide selon Tune des 
15 revendications 1 k 11 caracterise en ce qu'on effectue une reaction de 

substitution nucleophile par Patome de soufre de la liaison -P-S d'un 
oligonucleotide phosphorothiate diester sur un agent alkylant XL, 
conduisant ainsi a la formation d'enchainements internucleotidiques 
phosphorothiates triesters Y = P - SX, L etant un groupe partant tel 
20 halogene, ester, tosyl, et X etant un groupement bioreversible tel que 
defini dans les revendications 1 a 11. 



WO 94/26764 PCT/FR94/00S63 



1 l\ 



X ■ CHgCHgOCOZ 



Rl 



— I — 

CH2CH2SCOZ 



Y 

II 

-p. 



5X 

I 



R2 



I 

CH2SC0? 




CHSCH2SSU j acWvatjon J 

enzymaHque \ 



CHpSSU I 



CH2SSU 1 

I 



CHgOCOZ 



Y 

n 



<b 



SH 

V 



R1- 



Y 
11 

-P- 

I 

0- 



•R2 



phosphodiesfer Y= 0 
phosphorot-hioate Y= S 



Rr 



y 
11 

-? 

s 

SH' 



R2 



Rr 



> 



OH 



H 



H 



Rr 



Y 

11 

• P. 



■R 2 



phosphorortiicate Y = 0 
phosphorodrthioateY* S 



fig.1 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Into -rial Application No 

PCT/FR 94/00563 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 5 C07H21/00 



According to International Patent gasification (IPC) or to both national classification and IPC 

B. FIELDS SEARCHED • 

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 
IPC 5 C07H 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data ba« consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category* 



X 
X 



Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



EP,A,0 463 712 (UNIVERSITY PATENTS INC.) 2 
January 1992 

see page 6, line 16 - page 7, line 40 
see page 8, line 9 - line 35 

US,A,5 210 264 (E.K.YAU) 11 May 1993 
see the whole document 

WO, A, 91 04983 (UNIVERSITY PATENTS INC.) 18 
April 1991 

see page 12, line 20 - line 28 

EP.A.O 519 463 (EUR0PAISCHES LAB0RAT0RIUM 
FUR M0LEKULARBI0L0GIE) 23 December 1992 
see claim 1 



Relevant to claim No. 



1 
1 



□ 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



0 



Patent family members are listed in annex. 



• Special categories of cited documents : 

'A* document defining the general state of the art which is not 

considered to be of particular relevance 
*E" earlier document but published on or after the international 
filing date 

"L" document which may throw doubts on priority daim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
caution or other special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

•p* document published prior to the international filing date but 
later than the priority dale claimed 



T* later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

"X" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

*Y " document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

*&' document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 



3 August 1994 



Date of mailing or the international search report 



1 0. 08. W 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 581 8 Patcntlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+ 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax ( + 31-70) 340-3016 



Authorized officer 



Scott, J 



Form PCT/1SA/2I0 (lecond *h«l) (Juty 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH 

information on patent family member* 


REPORT 


Inter nal A 

PCT/FR 


pplication No 

94/00563 


Patent document 
dted in search report 


Publication 
date 


Patent family 
mcmbcr(s) 


Publication 
date 


EP-A-0463712 


02-01-92 




AU-A- 7105791 
CA-A- 2036287 


02-01-92 
28-12-91 



JP-A- 6009682 18-01-94 
US-A- 5278302 11-01-94 



US-A-5210264 11-05-93 NONE 



WO-A-9104983 


18-04-91 


AU-A- 


6603690 


28-04-91 




US-A- 


5218103 


08-06-93 


EP-A-0519463 


23-12-92 


DE-A- 


4216134 


24-12-92 




AU-A- 


1824992 


24-12-92 






CA-A- 


2071446 


21-12-92 






JP-A- 


6128284 


10-05-94 



\ 



Form PCT/1S A/210 (pstcnt family annex) (July 1992) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Den Internationale No 

PCT/FR 94/00563 



. .. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMANDE 

CIB 5 C07H21/00 



Selon la classification international c dcs brevets (CIB) ou a U fois scion la classification national e ct la CIB 



DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minimale consul tec (systemc de classification suivi des symboles dc classemcnt) 

CIB 5 C07H 



Documentation consult** autre que la documentation minimale dans la mesure ou as documents relcvcnl dcs domaincs sur lesquels a poite la recherche 



Base dc donnees i 
utilises) 



electromquc consume au cours de la recherche Internationale (nom de la base de donnees, et si ccla est realisable, termes de recherche 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Cat* gone ' 



Identification des documents cites, avec, le cas echeant, l'ind.cation des passages pertinents 



no. des re vendi cations visfces 



EP,A,0 463 712 (UNIVERSITY PATENTS INC.) 2 
Janvier 1992 

voir page 6, ligne 16 - page 7, ligne 40 
voir page 8, ligne 9 - ligne 35 

US, A, 5 210 264 (E.K.YAU) 11 Mai 1993 
voir le document en entier 

WO, A, 91 04983 (UNIVERSITY PATENTS INC.) 18 
Avril 1991 

voir page 12, ligne 20 - ligne 28 

EP.A.O 519 463 (EUROPAISCHES LAB0RAT0RIUM 
FUR M0LEKULARBI0L0GIE) 23 Decembre 1992 
voir revendication 1 



1 
1 



j j Voir la 



suite du cadre C pour la Tin de la liste des documents 



m 



Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 



* Categories sped ales dc documents cites: 

'A - document definissant l'etat general dc la technique, non 

consider* comme particulierement pertinent 
*E' document antencur, mais publie a la date de depot international 

ou apres cctte dale 
"L' document pouvant jcter un doute sur une revendication de 

prioritt ou cite pour determiner la date de publication dune 

autre citation ou pour une raison speciale (telle qu indiquee) 
'O' document sc rtferanl a une divulgation orale, a un usage, a 

une exposition ou lous autrcs moyens 
T document publie avant la date de depot international, mais 

posteheurement & la date dc priorite revendiquee 



T document ulterieur publie aprts la dale de depOt international ou la 
date de priorite et n'appanenenant pas a l'etat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou ta intone constiiuant la base de l invenbon 

'X* document particulierement pertinent; l invenbon revendiquee ne peut 
etre consideree comme nouvellc ou comme impliquant une acbvite 
inventive par rapport au document conadtre tsoiement 

*Y* document particulierement pertinent; ['invention revendiquee 
nc peut Ctre consideree comme impliquant une activitt inventive 
lorsque le document est associe a un ou plusieurs autrcs 
documents de meme nature, cettc combinaison etant evidente 
pour une personne du metier 

'&.' document qui fait panic de la mcme famillc de brevets 



Date a laqueUe la recherche international e a ete eflcctivement achevec 

3 Aout 199* 



Date d'expedition du present rapport dc rcehcrche intcmationalc 

1 0. 03. 94 



Nom et adresse postal e de I' administration chargie de la recherche iniernationalc 
Office Europeen dcs Brevets, P.O. 581 8 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 eponl, 
Fax: ( + 31-70) 340-3016 



Fonctionnaire autorist 



Scott, J 



Foimulaire PCT/lSA/210 (deuwttnt feuUle) tfuillel 1992) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

Rcnscigncmcntc relatsfs aux mcmbres dc families de brevets 



Derr Internationale No 

PCT/FR 94/00563 



Document brevet cite 
au rapport de recherche 



Date dc 
publication 



M embre(s) dc la 
famttlc de brevets) 



Date de 
publication 



EP-A-0463712 



02-01-92 



AU-A- 
CA-A- 
JP-A- 
US-A- 



7105791 
2036287 
6009682 
5278302 



02-01-92 
28-12-91 
18-01-94 
11-01-94 



US-A-52 10264 
W0-A-9104983 



11-05-93 
18-04-91 



AUCUN 



AU-A- 
US-A- 



6603690 
5218103 



28-04-91 
08-06-93 



EP-A-0519463 



23-12-92 



DE-A- 
AU-A- 
CA-A- 
JP-A- 



4216134 
1824992 
2071446 
6128284 



24-12-92 
24-12-92 
21-12-92 
10-05-94 



Forrouliira PCT/ISA.»310 (tnnen hmilla de bievett) (iuaiet 1992) 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

□ FADED TEXT OR DRAWING 

□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



